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O objetivo da pesquisa foi avaliar métodos alternativos na conservação de grãos e frutos pós-
colheita, a fim de garantir uma melhor qualidade dos produtos além de sua conservação 
prolongada. Grãos e frutos se não armazenados e transportados de uma forma correta tendem 
a entrar em deterioração rapidamente. Fungos e bactérias são os responsáveis por essas 
contaminações. As micotoxinas são substâncias produzidas por fungos as quais são tóxicas 
para os vertebrados e outros grupos de animais em baixas concentrações, são produzidas 
através do metabolismo secundário de cepas toxigênicas de fungos filamentosos. A podridão 
negra causada pela bactéria Xanthomonas campestris afeta as características físicas e 
sensoriais do fruto, causando grandes perdas para o produtor. Foram verificadas que para o 
controle das micotoxinas e em específico as aflatoxinas, as abordagens químicas se mostraram 
mais eficazes ao controle, um exemplo a quitosana onde apresentou ter uma 
biocompatibilidade, maleabilidade, biodegradabilidade e perfil atóxico, onde confirma essa 
substância uma grande alternativa de utilização no controle de fungos aflatoxigênicos. Para o 
controle da X. campestris, foram realizados testes in vitro, utilizando leveduras do gênero 
Saccharomyces (com potencial probiótico), extratos etanólico de duas plantas nativas do 
cerrado e quatro substâncias GRAS no biocontrole da mancha-angular em manga e verificou 
que  as leveduras não foram capazes de inibir o crescimento da fitobacteria, já os extratos das 
plantas e as substâncias GRAS testadas foram eficazes no controle da doença, demonstrando 
serem uma alternativa de controle desta fitobactéria, evitando assim perdas econômicas para o 
Brasil. 
 













The aim of this research was to evaluate alternative methods to preserve the post-harvest of 
grains and fruits, to ensure a better quality of these products and to increase their shelf time. 
Grains and fruits normally decay very fast, if not kept or transported in the correct way. Fungi 
and bacteria are the responsible by these decays. The micotoxins are substances produced by 
fungi and are toxic to vertebrates and others groups of animals even at low concentrations, 
they are produced by the secondary metabolisms of toxigenic strains of filamentous fungi. It 
was verified that for the control of mycotoxins and in particular aflatoxins, the chemical 
approaches were more effective to control, an example to chitosan where it has a 
biocompatibility, malleability, biodegradability and non-toxic profile, which confirms this 
substance a great alternative for use. in the control of aflatoxigenic fungi. For the control of X. 
campestris, in vitro tests were performed using yeasts of the genus Saccharomyces (with 
probiotic potential), ethanolic extracts from two native plants of the cerrado and four GRAS 
substances in the angular leaf spot biocontrol in mango and verified that the yeasts They were 
not able to inhibit the growth of phytobacteria, while the plant extracts and GRAS substances 
tested were effective in controlling the disease, proving to be an alternative control of this 
phytobacteria, thus avoiding economic losses for Brazil. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
No Brasil, as condições climáticas favorecem o desenvolvimento de fitopatógenos 
produtores de micotoxinas e deteriorantes de frutos. O monitoramento destes fitopatógenos 
em alimentos é de extrema importância para a saúde pública, visando à adoção de medidas 
biotecnológicas a fim de reduzir as perdas econômicas para o produtor. 
O controle de doenças pós-colheita por fungos em grãos, legumes e outros produtos 
vegetais dependem da aplicação correta de técnicas que podem ser aplicadas antes e durante a 
colheita e também durante o armazenamento, como por exemplo, o monitoramento das 
condições ambientais (WIDSTROM et al., 2003; DORNER, 2004; AGRIOS, 2005). 
Pesquisas realizadas no Brasil relatam variados índices de contaminação por diversas 
micotoxinas em diferentes tipos de alimentos, os grãos e cereais apresentam contaminação, 
como fumonisina em milho, desoxinivalenol em trigo, aflatoxinas em amendoins e ocratoxina 
A em arroz e trigo, os produtos de origem animal, como carne, ovos e leite, podem ser uma 
fonte indireta de contaminação por micotoxinas (PRADO, 2017). 
Considerando os efeitos crônicos que as micotoxinas podem causar, a somatória das 
possíveis fontes de micotoxinas na dieta humana e de outros animais pode representar um 
grave risco à saúde (PRADO, 2017). O reconhecimento dos problemas causados pelas 
micotoxinas nos alimentos e rações é, sem dúvida, o primeiro passo para a implementação de 
programas que permitam a adoção de medidas apropriadas para a prevenção e a redução do 
problema. Tais programas devem incluir não apenas as medidas de prevenção de ocorrência 
de micotoxinas em commodities, mas, também, o uso de métodos para sua remoção ou 
descontaminação (DA SILVA et al., 2018). 
Dentre as micotoxinas, merecem destaque pela sua frequência e toxicidade as aflatoxinas. 
As principais aflatoxinas são B1, B2, G1 e G2. As aflatoxinas podem ser produzidas por três 
espécies de fungos filamentosos: Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius (SILVA et al, 
2015; PRADO, 2017). 
Estudos têm demonstrado a alta contaminação do amendoim por aflatoxinas, tem causado 
importantes perdas econômicas, principalmente no que se refere à exportação. Sendo assim, 




considerada estratégica, tanto para a saúde pública quanto para a economia. As metodologias 
mais frequentemente utilizadas para a prevenção da produção de aflatoxinas se baseiam na 
utilização de cultivares mais resistentes ao fungo, aplicação de defensivos agrícolas e 
monitoramento das condições ambientais de estocagem, controle biológico e a utilização de 
substância “geralmente reconhecidas como seguras” GRAS (ARAUJO et al., 2018).   
O Brasil está entre os maiores produtores e exportadores de manga a nível mundial. A 
manga é a segunda fruta mais exportada no país em termos de volume, e a primeira em termos 
de receita (SEBRAE, 2016). Os principais estados produtores de manga são: São Paulo, Bahia 
e Pernambuco, sendo a maior exportadora nacional, a região do Vale do São Francisco. A 
manga destaca-se como o fruto tropical mais popular do mundo, com recordes de produção de 
cerca de 30 milhões de toneladas (CHOON et al., 2018).  Entre os milhares de cultivares de 
mangas produzidas em todo o mundo, as dominantes são Tommy Atkins, Palmer, Haden, 
Ataulfo, Kent, Keitt e Alphonso (LAWSON et al., 2019). 
A mangueira é afetada por inúmeras doenças que proporcionam perdas expressivas da 
produção. Dentre as doenças que acometem a mangueira as mais relevantes são causadas por 
bactéria, como a mancha-angular (Xanthomonas campestris pv. mangiferae indicae) e as 
doenças causadas por fungos, como a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides Penz.), 
malformação da mangueira (Fusarium subglutinans) (TERAO et al., 2016). 
Mancha bacteriana negra de manga também chamada de cancro bacteriano, foi observada 
na maioria dos países e regiões produtoras, esta doença não induz declínio nas árvores 
infectadas, mas leva a perdas substanciais de safra, altera a qualidade e diminui o valor de 
mercado (GAGNEVIN; PRUVOST, 2001). 
As medidas de controle para essas doenças incluem procedimentos de quarentena, 
plantação de mudas sadias, uso de cultivares resistentes, quebra-ventos para impedir a 
dispersão do inóculo e uso de bactericidas, como compostos à base de cobre. Para o controle 
das micotoxinas, são utilizadas alternativas físicas, químicas e biológicas, os quais são 
capazes de reduzir a contaminação dessas micotoxinas. Estas medidas de controle têm 
eficácia limitada, com apenas alguns bactericidas disponíveis no mercado e a questão 





Extratos de planta vêm sendo utilizados com agentes controladores de doenças, exemplo e 
o extrato etanólico da planta Miconia albicans e Mauritia flexuosa que foram utilizados frente 
à Xanthomonas campestris.  
Outra abordagem que vem sendo explorada consiste no uso de substâncias GRAS, devido 
a seu mínimo impacto sobre o meio ambiente e os baixos resíduos no produto tratado. O Food 
and Drug Administration (FDA), órgão regulador dos Estados Unidos da América, organizou 
uma lista de produtos GRAS que podem ser utilizados em muitas aplicações nos alimentos 
(ZAMANI-ZADEH et al., 2014). 
Todas as técnicas apresentadas demonstram efetiva redução da produção de micotoxinas e 
em destaque as aflatoxinas. O controle da Xanthomonas campestris foi eficaz quando 
utilizamos substâncias GRAS e extrato etanólico de plantas. Sendo assim, esta pesquisa 
tornou acessíveis métodos de controle eficientes e seguros que poderão preencher a lacuna 
existente entre a eficiência de métodos dispendiosos, como o controle das condições de 
estocagem, e tóxicos como a utilização de defensivos agrícolas, e ampliar as alternativas de 















 Propor alternativas para o controle de micotoxinas em grãos e o controle da 
Xanthomanas campestris pv. mangiferaeindicae em mangas. Para o controle das micotoxinas 
e em específico as aflatoxinas, foram realizadas abordagens físicas, químicas e biológicas.
  Para o controle da X. campestris, foram realizados testes in vitro, utilizando leveduras 
do gênero Saccharomyces (com potencial probiótico), extratos etanólico de duas plantas 
nativas do cerrado (Mauritia flexuosa e Miconia albicans) e quatro substâncias GRAS 
(Bicabornato de sódio, Carbonato de sódio, Carbonato de cálcio e Cloreto de potássio) no 
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INTRODUÇÃO 
As micotoxinas são substâncias produzidas por fungos as quais são tóxicas para os 
vertebrados e outros grupos de animais em baixas concentrações. São produzidas através do 
metabolismo secundário de cepas toxigênicas de fungos filamentosos e até o momento não 
possuem significância bioquímica estabelecida (ZAIN, 2011). Estão presentes frequentemente 
contaminando cereais, amendoim, leite e produtos lácteos, café, vinho, cerveja, sementes de 
algodão, frutas frescas e secas, legumes e nozes (PASCARI et al., 2018). Isso ocorre 
principalmente as más condições de armazenagem, segundo Elias (2003) a armazenagem é o 
processo de guardar o produto, associada a uma sequência de operações, tais como limpeza, 
secagem, tratamento fitossanitário, transporte, classificação, dentre outros, com o intuito de 
preservar as qualidades físicas e químicas da colheita, até o abastecimento, caso não se tenha 
essas boas práticas facilita o desenvolvimento dos microrganismos nos alimentos 
(WIELOGÓRSKA et al., 2016; BENTO et al., 2012). 
Essas substâncias possuem baixo peso molecular e são estáveis a altas temperaturas e 
a baixos valores de pH, o que dificulta sua remoção dos alimentos. As micotoxinas são um 
grupo estruturalmente diversificado e variam de compostos simples a substâncias muito 
complexas. Uma cepa fúngica pode ser capaz de produzir diferentes tipos de micotoxinas e 
diferentes espécies de fungos podem produzir a mesma micotoxina. No entanto, existem 
algumas condições predisponentes para a produção de micotoxinas em alimentos, como a má 
colheita, transporte e práticas de armazenamento inadequadas, como altas temperaturas e 
umidade de armazenamento (DARWISH et al., 2014). 
Atualmente, muitas micotoxinas já são reconhecidas tais como (aflatoxinas, 
fumonisinas, tricoteceno, zearalenona, pitrinina, patulina, ocratoxina A, dentre outras), e 
representam milhões de dólares anualmente em perdas em todo o mundo em saúde humana e 




O impacto econômico das micotoxinas inclui a perda de vidas humanas, cuidados de 
saúde e custos de cuidados veterinários, perda de produção de gado, perda de forragens e 
alimentos, custos regulatórios e custos de pesquisa focados em aliviar o impacto e a gravidade 
do problema das micotoxinas. Cerca de 30% de todos os alimentos produzidos no mundo têm 
alguma contaminação por micotoxinas (HUSSEIN; BRASEL, 2001). 
A intoxicação ocasionada especialmente pela ingestão de micotoxinas é denominada 
micotoxicose. A micotoxicose pode ser categorizada como aguda ou crônica. A toxicidade 
aguda geralmente tem um início rápido e uma resposta tóxica óbvia, enquanto a toxicidade 
crônica é caracterizada pela exposição a baixas doses por um longo período de tempo. As 
micotoxicoses são um problema mundial devido à sua alta incidência e níveis de ocorrência 
na alimentação humana e animal (DUARTE-VOGEL; VILLAMIL-JIMÉNEZ, 2006; ZAIN, 
2011; PFLIEGLER et al., 2015). A Food and Agriculture Organization (FAO) estimou que 
cerca de 25% dos alimentos e rações para animais estão contaminados com micotoxinas 
(PATIL, et al., 2014; CAST, 2003; PIMENTA et al., 2009). 
As aflatoxinas são um tipo de micotoxinas bastante conhecida, são derivadas de 
algumas estirpes de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, presentes em muitas culturas 
agrícolas. Os fungos prodbutores de aflatoxinas são majoritariamente encontrados em climas 
quentes e temperaturas altas, onde as temperaturas variam entre os 24ºC e os 35ºC (DE 
RUYCK et al., 2015).  
As aflatoxinas podem estar presentes em diversos alimentos incluindo amendoins, 
frutos com casca grossa, frutos secos e cereais (em particular milho) e especiarias. Alguns dos 
alimentos referidos são muito utilizados na preparação de produtos destinados à alimentação 
infantil (por exemplo, cereais e frutos). Além disso, esta micotoxina é também muito estável, 
o que lhe confere elevada resistência aos métodos de processamento por aquecimento, sendo 
assim também consideradas como toxina de risco em alimentos processados (MARIN et al., 
2013). 
As Aflatoxicoses são doenças causadas pelo consumo de aflatoxinas. De maneira 
semelhante, na saúde pública, as aflatoxinas são as principais responsáveis pela origem de 
câncer hepático no homem, consequência da ingestão contínua de alimentos contaminados 
(OLIVEIRA; GERMANO, 1997). A aflatoxicose aguda pode causar morte; seu quadro se 
inicia após 6 horas da ingestão da micotoxina e seus sintomas incluem apatia, presença de 




desencadeia alterações patológicas mais prolongadas, como o câncer e imunossupressão. 
Muitas vezes a aflatoxicose aguda se manifesta como hepatite aguda, pois o principal órgão 
afetado pela aflatoxina B1 é o fígado (MURRAY; et al., 2006). 
É praticamente impossível evitar a contaminação dos alimentos pelas micotoxinas; 
portanto, elas devem ser rigorosamente monitoradas em alimentos de origem animal e vegetal 
(AMELIN et al., 2013).  A aflatoxina B1 e a ocratoxina A (OTA) ocorrem com maior 
frequência e são de alta toxicidade (GUPTA et al., 2017). Neste capítulo, vamos nos 
concentrar na utilização de alternativas para controlar as micotoxinas em grãos.   
 
ALTERNATIVAS DE CONTROLE  
Contribuição biológica 
Tradicionalmente, o controle de micotoxinas pode ser realizado no pré e pós-colheita. 
Dentre as estratégias que podem ser utilizadas para controlar fungos aflatoxigênicos ou pelo 
menos para controlar a produção de aflatoxinas, a prevenção é a mais interessante, 
principalmente devido ao seu baixo custo e à sua praticidade de implantação (PRADO et al., 
2011). Esta prevenção pode ser estabelecida por diferentes estratégias como: uso de cultivares 
resistentes de plantas, cuidados na colheita, transporte e armazenagem, proteção contra 
insetos e controle ambiental, especialmente controle da temperatura, atmosfera e umidade. 
Outros tipos de controle seria a utilização de substancias química e o uso de controle 
biológico. 
O controle biológico de fungos aflatoxigênicos é uma estratégia muito promissora e já 
demonstra alto potencial no controle da produção de aflatoxinas em alimentos (DARWISH et 
al. 2014; PIMENTA et al., 2008). Consiste na redução de uma população-alvo (patógenos, 
parasitas, competidores, vetores, etc.) por outra população ou comunidade. Muitas pesquisas 
demonstraram que alguns microrganismos como fungos e leveduras podem controlar o 
crescimento e a produção de aflatoxinas em Aspergillus sp. (PERSONS et al., 2013; PRADO 
et al., 2011; PATIL et al., 2014; BHATNAGAR-MATHUR et al., 2015). Normalmente, o 
controle biológico de fungos aflatoxigênicos foi realizado com a aplicação de cepas não 
toxigênicas de A. flavus e/ou A. parasiticus no campo em pré-colheita ou utilização de 
leveduras e bactérias na pós-colheita e durante armazenamento (BHATNAGAR-MATHUR, 




No entanto, esta estratégia possui algumas limitações, devido a possibilidades de uma 
instabilidade genética, onde o fungo pode se tornar aflatoxigênico onde ocorre a conversão da 
linhagem não aflatoxigênica para aflatoxigênica e devido ao fato da cepa antagonista ainda ser 
um forte patógeno que pode reduzir o valor das sementes por colonização e produção de 
lesões nos substratos (OLARTE et al., 2010). 
Muitas espécies de bactérias e fungos, como Flavobacterium aurantiacum, 
Corynebacterium rubrum, Candida lipolitica, Aspergillus niger, Trichoderma viride, 
Armillariella tabescens, Nurospora spp., Rhizopus spp., Mucor spp., dentre outras 
demonstraram degradar enzimaticamente as micotoxinas (BATA; LASZTITY, 1999; 
CIEGLER et al., 1966). No entanto, permanece a questão da toxicidade de produtos de 
degradação enzimática e efeitos indesejados de fermentação com microrganismos não-nativos 
na qualidade do alimento.  
Uso de microrganismos probióticos 
O termo probiótico é derivado do grego, que significa “para a vida”. A Organização 
das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO) e a Organização Mundial de Saúde 
(OMS) afirmaram que há evidência científica adequada com o objetivo de indicar que há 
potencial para alimentos probióticos afim de fornecer benefícios para a saúde e que as cepas 
específicas são seguras para uso humano (FDA, 2001; REID 2003). 
Certas cepas de Bifidobactérias, bactérias produtoras de ácido láctico e 
Propionibacteria têm estruturas de parede celular que podem ligar as micotoxinas (YOON; 
BAECK, 1999; NEMAZI et al., 1998) e limitam sua biodisponibilidade no corpo. As cepas 
bacterianas como Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus foram encontradas 
ser altamente eficaz contra OTA e patulina, respectivamente (FUCHS et al., 2008). 
Pesquisas vêm sendo desenvolvidas utilizando as bactérias ácido-láticas (BAL),  estas 
são caracterizadas como produtoras de ácido lático, gram-positivas, não-esporogênicas, e 
negativas para catalase e oxidase (ONILUDE et al. 2005). O uso dessas bactérias como agente 
antibacteriano e antifúngico também é avaliado para substituir métodos físicos e químicos, 
que alteram a qualidade e características de alimentos, sendo eficazes no controle de toxinas 
(GOURAMA; BULLERMAN, 1995; MAGNUSSON et al., 2003). Dentre os contaminantes, 
cujos riscos de exposição podem ser minimizados pela ação das BAL, está as micotoxinas, 




amendoim, leite e produtos lácteos, café, vinho, cerveja, sementes de algodão, frutas frescas e 
secas, legumes e nozes (EL KHOURY et al., 2011; PIERIDES et al., 2000; 
SARIMEHMETOGLU; KÜPLÜLÜ, 2004). 
As bactérias lácticas probióticas tem sido uma das formas de controle de aflatoxinas 
por métodos biológicos mais utilizados, como confirmam os estudos desenvolvidos por 
(FUCHS et al., 2008; FAZELI et al., 2009; BOVO et al., 2010; DALIÉ et al., 2010; 
GRANATO et al. 2010; EL-KHOURY et al., 2011; GERBALDO et al. 2012; SERRANO-
NINO et al., 2013;  ANNUZIATA; VECCHIO, 2013), que comprovam que o recurso a estas 
cepas probióticas removem e/ou  inativam as formas de aflatoxinas (M1 e B1) impedindo a 
sua adsorção pelas células intestinais do consumidor. 
 
Leveduras para o controle de Aflatoxinas 
Tradicionalmente, o controle biológico pós-colheita, faz uso de leveduras que são o 
organismo mais utilizados devido possuírem várias características intrínsecas, capacidade de 
rápida colonização e sobrevivência em superfície vegetal por um longo período de tempo e 
em diferentes condições ambientais, raramente produz substâncias químicas antagonistas e 
são menos afetadas por pesticidas, isso as torna um bom candidato para o desenvolvimento de 
protocolos de controle biológico (DROBY et al., 1999, 2003; PIMENTA et al., 2009). 
O controle de micotoxinas utilizando microrganismos é uma das estratégias bem 
conhecidas para o manejo de micotoxinas em alimentos e rações. Entre os diferentes 
potenciais microrganismos descontaminantes, Saccharomyces cerevisiae e S. boulardii são 
espécies interessantes, devido à sua utilização anterior em rações e produtos alimentícios 
(SILVA et al., 2015; SHETTY; JESPERSEN, 2006). 
As espécies de leveduras podem ser definidas como generalistas ou especialistas, 
dependendo de sua ocupação de habitat e perfis fisiológicos. Levedura generalista tem a 
capacidade de utilizar diversos compostos de carbono e podem sobreviver e crescer em 
diferentes ambientes. As leveduras especializadas têm um perfil fisiológico simples e obtêm 
energia apenas a partir de poucos compostos de carbono e essa limitação restringe sua 
amplitude de habitat, contudo, permite um crescimento mais rápido. (MORAIS et al., 1995; 




Muitas espécies de leveduras, como Aureobasidium pullulans, Debaryomyces 
hansenii, Kluyveromyces spp., Pichia anomala, Pichia guilliermondii, Saccharomycopsis 
spp., Saccharomyces cerevisiae e S. boulardii, foram testadas quanto à capacidade de 
suprimir o crescimento micológico e limitar a produção de micotoxinas em alimentos como 
uvas , grãos de café, cereais, amendoim e laticínios (PERSONS et al., 2013). 
Persons et al, (2013) observaram que A. flavus e A. parasiticus foram inibidos por S. 
cerevisiae em diferentes temperaturas, mas como a concentração de levedura diminuiu, os 
efeitos inibitórios foram diminuídos. Das seis concentrações de levedura testadas em três 
regimes de temperatura a S. cerevisiae foi mais efetiva na inibição do crescimento de A. flavus 
e A. parasiticus nas menores diluições e na menor temperatura. 
Prado et al. (2011) relacionaram as capacidades de S. cerevisiae para reduzir a 
concentração de aflatoxinas em grãos de amendoim. Os autores observaram que a inibição das 
aflatoxinas, foi resultado de um mecanismo do tipo quorum sensins, uma vez que a 
concentração de células fúngicas (levedura mais fungos filamentosos) influenciou a produção 
de aflatoxina no substrato. Muitos autores afirmam que um mecanismo que pode explicar a 
redução da aflatoxina pelo agente de biocontrole (levedura antagonista) é a ligação entre a 
toxina / parede celular. No entanto, as metodologias para avaliar a concentração de aflatoxinas 
nos experimentos utilizam diferentes substâncias e processos para extrair as aflatoxinas dos 
substratos, inclusive da parede celular da levedura. No entanto, o mecanismo exato pelo qual 
a levedura limita a produção de aflatoxinas por Aspergillus ainda é pouco conhecido. 
 
Outros métodos de controle de micotoxinas 
Diversas abordagens foram desenvolvidas para a descontaminação de micotoxinas em 
alimentos. Embora muitas abordagens estejam disponíveis para a descontaminação , a maioria 
delas não está amplamente disponível devido ao alto custo ou às dificuldades práticas 
envolvidas no processo de desintoxicação (ALIABADI, et al., 2013; SHETTY et al., 2006). 
Grandes esforços têm sido feitos para descontaminar alimentos pelo uso de 
adsorventes físicos e químicos, porém o sucesso obtido até agora é limitado (PATIL, et al., 




O processo de descontaminação deve 1) inativar, destruir ou remover a micotoxina; 
(2) não resultar na deposição de substâncias, metabólitos ou subprodutos tóxicos nos 
alimentos ou rações; (3) reter valor nutricional e capacidade de alimentação do produto ou 
mercadoria; (4) não resultar em alterações significativas das propriedades tecnológicas do 
produto; (5) destruir esporos de fungos. Além desses critérios, os  processos deverão estar 
prontamente disponível, ser facilmente utilizado e barato. As estratégias envolvem métodos 
principalmente na fase pós colheita e são utilizados, métodos físicos, químicos e biológicos 
para inativar, destruir ou remover as micotoxinas (GALVANO et al., 2001; PATIL et al., 
2014). 
Métodos Físicos  
Separação mecânica: os níveis de toxinas diminuem à medida que o produto limpo e 
fisicamente separado dos grãos contaminados, a separação e feita da forma eletrônica ou 
manualmente.  
Processamento de alimentos: A maioria das micotoxinas é estável à temperatura ambiente. 
Processamento de alimento é importante para diminuir a concentração inicial de micottoxinas. 
Alguns exemplos de processamento: Moagem úmida, maltagem na fabricação de cerveja, 
cozimento e secagem na produção de óleo, são métodos para reduzir as micotoxinas.  Estudos 
afirmam que a autoclavagem a 132°C por 5 horas reduz a concentração de ocratoxina em 85% 
(MADSEN et al., 1983).  
Separação de densidade: A segregação de grãos contaminados e sementes oleaginosas 
envolve a classificação e delineamento de grãos bons versus contaminados por flutuação. Este 
método pode diminuir notavelmente várias concentrações de micotoxinas em grãos 
contaminados.  
Etapa de lavagem: consiste na utilização de água para a remoção das camadas externas do 
pericarpo dos grãos antes do processamento de cereais, resultando em uma queda de 50% na 
concentração de ocratoxina.  
Irradiação: A irradiação gama ou eletrônica é altamente eficaz para destruir os esporos dos 
fungos. Os raios fluorescentes ou ultravioletas (UV) decompõem as aflatoxinas e ocratoxinas. 
A aplicação de luz UV por 20 minutos a 25 ° C na presença de peróxido (0,05%) diminuiu a 




contaminados à luz solar (UV) reduz substancialmente os níveis de micotoxinas (PATIL et al, 
2014).  
Carvão ativado: Geralmente a absorção das propriedades do carvão ativado (AC) é 
estritamente dependente dos materiais de origem e dos parâmetros físicos, como área de 
superfície. In vitro, tem alta capacidade de ligação com várias micotoxinas. A propriedade de 
adsorção do CA foi encontrado eficaz contra a aflatoxina B1 e ocratoxina A até 95% e 91%, 
respectivamente, durante estudos in vitro realizados por (GALVANO et al., 2001).  
Químicos 
Agentes antifúngicos: Agentes antimicóticos como ácido sórbico e sorbato; ácido propiónico 
e propionato, ácido benzóico, benzoatos e parabenos; e o ácido acético e seus derivados são os 
produtos químicos que impedem o crescimento de fungos e interferem na produção de 
micotoxinas. 1% de ácido propiônico inibe a produção micotoxigênica de A. flavus, A. 
parasiticus, A. ochraceus e P. viridicatum e de micotoxinas em milho armazenado 
(VANDEGRAFT et al., 1975). Na silagem, a incorporação de 0,2% de sorbato de potássio, 
0,7% de metil parabeno e 0,2% de propionato de sódio inibiu completamente o crescimento 
de fungos (TONG; DRAUGHON, 1985). A fosfina foi eficaz na inibição do crescimento de 
fungos e produção de toxinas. O sorbato de potássio foi muito eficaz e inibiu completamente a 
produção de aflatoxina e ocratoxina nos níveis 0,1 a 0,2% e 0,10 a 0,15%, respectivamente. 
Ervas e especiarias como cravo, óleo de canela, mostarda, pimenta da Jamaica, alho e orégano 
mostraram ter fortes propriedades antimicóticas (BULLERMAN et al., 1977). Baixa 
concentração de oxigênio (<1%) e / ou concentrações aumentadas de outros gases (por 
exemplo, 90% CO2) diminuem o crescimento de fungos e a formação de micotoxinas. 
Ozonização: Ozônio (O3) gás, um poderoso oxidante é um químico não persistente, o que 
significa que se decompõe muito rápido. Dentro de 20 minutos, metade do o ozônio é 
decomposto em oxigénio (em meio ambiente aquoso). Vários estudos indicam que o ozônio 
degrada aflatoxinas em milho e farelo de algodão e também degrada as micotoxinas 
desoxinivalenol e a moniliformina (PATIL et al., 2014). 
Hidróxido de sódio: aquecimento de grãos a 105°C na presença de 0,5% de hidróxido de 
sódio desintoxicando vários micotoxinas no alimento (PATIL et al., 2014). 
Degradação estrutural: numerosos produtos químicos incluindo ácidos, bases, 




degradar ou desintoxicar AFB1 e outros micotoxinas. Embora a maioria deles possa destruir 
as micotoxinas. Não devem ser utilizados devido à geração de produtos tóxicos e à alteração 
de qualidade do produto (PATIL et al., 2014). 
Colestiramina: estudos indicaram que colestiramina (CHA), uma resina de permuta iónica 
com forte afinidade pelos sais biliares, foi encontrado contra a nefrotoxicidade induzida por 
OTA em ratos. CHA adicionado à dieta (5%) reduziu a concentração de OTA no plasma (até 
50%) e aumentou a eliminação através das fezes, diminuindo a quantidade excretada na bile e 
na urina (KERKADI et al., 1998). Isto foi encontrado para ser um absorvente eficaz de OTA 
no trato gastrointestinal de ruminantes (MADYASTHA et al., 1992). 
Silicato de aluminossilicato de sódio hidratado (HSCAS): Superfície molecular do HSCAS 
fica saturada com água e atrai a estrutura polar de várias micotoxinas (SANTIN et al., 2002; 
GIRISH; DEVEGOWDA, 2006). Em frangos jovens de corte, HSCAS (0,5%) foi eficaz em 
reduzir a toxicidade da aflatoxina (HARVEY et al., 1993; ABO-NORAG et al., 1995), bem 
como toxicidade combinada com OTA (HUFF et al., 1974). Níveis de anticorpos contra a 
Doença de Newcastle e a Bursal Infecciosa A doença também diminuiu em frangos com 
HSCAS suplementação à dieta contendo aflatoxina (500 ppb). No entanto, suas propriedades 
protetoras são muito baixas para OTA, zearelenona para tricotecenos.  
Polivinilpolipirrolidona: Polivinilpolipirrolidona, um resina sintética, a 0,4g / kg pode se 
ligar a 50g / kg de AFB1 na alimentação. Melhora parcial foi relatada contra a AFB1, quando 
administrada com bentonita em frangos de corte (KECECI et al., 1998). 
Aspartame: Aspartame (L-aspartil-L-fenilalanina éster metílico), um análogo estrutural da 
OTA e fenilalanina, foi demonstrado que tem efeito contra a citotoxicidade induzida pela 
OTA em animais (CREPPY et al., 1998). O aspartame impede efeitos citotóxicos da OTA, 
incluindo a inibição da síntese protéica, peroxidação lipídica e vazamento de certas enzimas, 
como a lactato desidrogenase, gama glutamil transferase e fosfatase alcalina (Baudrimont et 
al., 1997 a, b).  
Proteínas brutas: elevando os níveis de proteína da dieta de 14-18% a 22-26% contra os 
efeitos da OTA (GIBSON et al., 1989). Os frangos de corte alimentados com dieta contendo 5 
ppm de aflatoxina, aumentando a proteína de 20 a 30% aliviaram o crescimento e efeitos 




Algumas proteína protegem contra os efeitos negativos da OTA (BAILEY et al., 1989) 
presumivelmente devido ao aumento da concentração de fenilalanina na dieta de frangos. 
Aumentando a proteína bruta da dieta ajuda a aliviar, mas não eliminar os efeitos adversos da 
ocratoxina A. No entanto, aumentar os níveis de proteína é uma abordagem de alto custo para 
o controle de micotoxinas. 
Lipídios dietéticos: Inclusão de óleo de algodão a 2, 6 ou de 16% em dietas semi-purificadas 
contendo 10 ppm aflatoxina, não só melhorou o peso corporal dos frangos , mas também a 
mortalidade que foi significativamente reduzida (SMITH et al., 1971).  
LANZA et al. em 1981, avaliou o efeito de uma variedade de lipídeos (azeite, óleo de 
coco, óleo de cártamo e gordura animal) nas concentrações de 2 e 16% em dietas contendo 10 
ppm de aflatoxina e observaram uma redução da mortalidade e, em alguns casos, uma 
melhora no pesos corporais dos frangos.  
Os lipídios exerceram seus efeitos em parte, interferindo com a absorção da aflatoxina. 
A suplementação com azeite e óleo de cártamo (fontes de ácidos graxos insaturados), também 
melhorou o peso que sugere que dietas contendo maior os níveis de ácido linoléico 
melhoraram a conversão alimentar e menor mortalidade em frangos alimentados com dietas 
com aflatoxina (LANZA et al., 1981). 
Substâncias antioxidantes 
Os antioxidantes possuem propriedades protetoras devido à sua capacidade de agir 
como ânion superóxido catalizadores, protegendo assim as membranas celulares ao dano 
induzido por micotoxinas (PATIL et al, 2014). 
Ácido ascórbico (Vitamina C): tem sido usado por reagir diretamente com superóxido, 
hidroxila oxigênio radical e singlet, além de dirigir supressão do radical livre reativo. A 
adição de vitamina C à dieta contendo OTA, parcialmente pode proteger contra o efeito tóxico 
(HAAZELE et al., 1993). 
Compostos fenólicos: Os antioxidantes fenólicos, gálicos ácido, ácido vanílico, ácido 
protocatecuico, 4-ácido hidroxibenzóico, catequina, ácido cafeico e ácido clorogênico foram 
eficazes contra o crescimento fúngico de Aspergillus sp. produtores de ocratoxiana 
(PALUMBO et al., 2007). Além disso, vários compostos antioxidantes foram capazes de 




Vitamina A: A vitamina A possui propriedades antioxidante contra os danos induzidos por 
micotoxinas. Carotenóides, principalmente carotenos e xantofilas presentes em cenouras, óleo 
de palma e milho, possuem propriedades antioxidante, antimutagênicas e anticarcinogênicas e 
reduzem a toxicidade da OTA (HAAZELE et al., 1993) . 
 
Considerações finais 
Quando ocorre a contaminação por fungos, o controle geralmente e feito com a 
aplicação de fungicidas, como os propiconazole-Notox S/A, Abacus-Basf, cyproconazole-
Syngenta, tebuconazol- Agrialliance e Amistar- Syngenta, dentre outros, no entanto as 
abordagens químicas são consideradas as mais eficazes ao controle dos fungos produtores de 
micotoxinas.  
O controle das micotoxinas na agricultura e de extrema importância para a saúde 
pública, pois se deve estar sempre atento aos seus perigos e as formas de manejo, além de 
buscar novas alternativas de controle como: controles químicos, físicos e biológicos. Todavia, 
esses esforços contínuos são impedidos por limitações nestas áreas, como a escassez de 
financiamento de pesquisa e tecnologia em muitos institutos e universidades que poderiam 
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CONTROLE BIOLÓGICO DE AFLATOXINAS EM AMENDOIM 
 
O amendoim (Arachis hypogae L.) é originário da América do Sul, uma planta 
dicotiledônea, herbácea, ramificada, de porte ereto ou rasteiro pertence á família Fabacea 
(Leguminosae), subfamília Papilonoideae, gênero Arachis, é a quarta oleaginosa mais 
cultivada no mundo, o Brasil colheu em torno de 433,4 toneladas de amendoim em grãos, na 
safra de 2016/2017 correspondendo a um aumento de 6.7% comparado com a safra anterior 
(SNA, 2017).  
A região sudeste do Brasil é a maior produtora, destacando- se o estado de São Paulo, 
que responde por 90% da produção nacional. Estima-se que cerca de 80% das áreas de 
plantação visa a exportação europeia, e o restante para o consumo interno, principalmente na 
forma de doces (IBGE, 2016; SNA, 2017). 
As aflatoxinas são um dos principais problemas associados com a produção de 
amendoim, que podem comprometer a qualidade do grão e depreciam seu valor comercial. 
Eles são metabolitos secundários tóxicos produzidos pelos fungos pertencentes ao gênero 
Aspergillus, especialmente por A. flavus, A. parasiticus, e A. nomius (KENSLER et al., 2011). 
Devido à natureza altamente tóxica da aflatoxina, a sua contaminação em produtos 
alimentares é rigorosamente controlada com um limite máximo permitido para diferentes 
alimentos em todo o mundo. 
No Brasil, a RDC nº. 07 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária, Anvisa-MS) estabeleceu 20 mg kg- 1 como o limite máximo 
permitido para a aflatoxina total (Anvisa, 2011). 
Segundo Pereira 2017, micotoxicologia é a área que estuda a produção de micotoxinas 
por fungos filamentosos. Programas de controle e monitoramento são de total importância e 
devem ser mantidos tanto para as matérias-primas, como para os produtos acabados, visando à 
obtenção de um produto com qualidade, pois várias micotoxinas exercem os seus efeitos de 
diferentes formas, sendo que a sua toxicidade varia em função das suas características. 
A contaminação de um alimento por parte dos fungos depende de muitos aspectos, 
destacando-se entre eles a atividade de água, oxigénio, temperatura, tipo de substrato e 
pressão osmótica. Saliente-se ainda que a formação de micotoxinas possa começar antes ou 
depois da colheita e durante o armazenamento. A identificação das micotoxinas e respectiva 
avaliação quantitativa requer a preparação das amostras, utilização de métodos de extração e 




Em climas tropicais e subtropicais, como no Brasil, o desenvolvimento de fungos 
produtores de micotoxinas é favorecido, havendo inúmeros alimentos passíveis de 
contaminação, principalmente grãos que são amplamente utilizados na fabricação de rações 
para diversas espécies animais (OSWALD 2018; MINAFRA, et al., 2018). 
Os que apresentam maior risco de contaminação por fungos são o amendoim, o milho 
e sementes de algodão. No Brasil, a maior incidência de contaminação tem sido descrita em 
milho e amendoim em grãos, alimentos destinados ao consumo humano e outros animais 
(IMMAMURA et al., 2014). 
A intoxicação por aflatoxinas é conhecida como aflatoxicose, que pode ser aguda ou 
crônica. A síndrome tóxica aguda caracteriza-se por perda de apetite, febre baixa, depressão, 
hepatite aguda, icterícia, hemorragias e necrose, já a aflatoxicose crônica, está associado, em 
seres humanos, ao carcinoma hepatocelular, efeito causado pela ingestão de baixas doses de 
aflatoxinas por um período prolongado. (PRADO, 2014). 
As aflatoxinas são metabólitos extremamente tóxicos, sendo a aflatoxina B1 
considerado o mais tóxico, classificado pela International Agency for Research on Cancer 
(IARC, 1993) como pertencente à classe 1, composto carcinogênico, responsável pela 
aflatoxicose crônica. (FUNG, 2016). 
Como as preocupações sobre a contaminação permanecem alarmantes principalmente 
para amendoim brasileiro com aflatoxina, novos estudos colaboram para a avaliação de novos 
métodos para identificar contaminação por aflatoxina que são essenciais para a detecção 
confiáveis dessas micotoxinas (MARTINS et al., 2017). 
O gênero Aspergillus sp., são patógenos de plantas que infectam culturas agrícolas 
(milho, algodão, amendoim e nozes) sendo produtores de aflatoxinas (YU E CLEVELAND, 
2004; KENSLER et al., 2011). A toxina é considerada um potencial ameaça biológica pela 
OMS e também é um conhecido agente cancerígeno. A espécie de A. parasiticus é 
predominante na América do Sul e produtor das principais aflatoxinas (GREAVES, et al., 
2010). 
A contaminação de alimentos por esta micotoxina é uma preocupação mundial devido 
as suas propriedades toxicológicas. Existem mais de 20 aflatoxinas conhecidas, porém as 4 
principais são AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2, sendo a AFB1 a de maior importância devido a 
sua atividade carcinogênica (DOMINGUES, 2015) e são comumente identificados a partir de 
amostras de amendoim (PITT E HOCKING, 2009). 
As aflatoxinas foram identificadas pela primeira vez como o agente causador de uma 




Inglaterra em 1960, e afetou mais de 100 mil aves que foram alimentadas com farinha de 
amendoim proveniente do Brasil (HASCHEK E KENNETH, 2013). 
Temperatura elevada e estresse hídrico são os fatores predominantes que condicionam 
a suscetibilidade do amendoim à contaminação por aflatoxinas. (PAYNE, 2016). 
Diante disto, os fungos produzem durante a esporulação micotoxinas e desta forma 
contaminam os alimentos e consequentemente os animais que os consomem, e 
consequentemente, prejudicando a saúde humana (MARTINS et al., 2017). 
 
MÉTODOS DE CONTROLE 
 
O controle biológico consiste no uso de organismos vivos para o manejo de pragas e 
doenças com uma determinada população específica. O foco do controle biológico é controlar 
as enfermidades presentes no campo, sejam doenças, pragas ou insetos vetores, baseando-se 
no estudo da relação entre os seres vivos no meio ambiente. Esses inimigos naturais são 
originados de vários tipos diferentes de seres, como insetos predadores e parasitoides, 
microrganismos como fungos, vírus e bactérias, sendo eles específicos para determinadas 
enfermidades. O uso desse tipo de controle se torna aliado do ser humano, pois contribui para 
a melhoria da qualidade do produto agrícola e não deixa resíduos nos alimentos, além de 
serem inofensivos ao meio ambiente (EMBRAPA, 2008). 
 




O termo probiótico origina-se do grego e significa “para a vida”; embora essa 
definição tenha origem nos anos 1990, o interesse por microrganismos potencialmente 
benéficos à saúde é de tempos antigos. A expressão probiótico foi inicialmente utilizada por 
Lilly e Stillwell, em 1965, e vem ganhando muitas denominações conceituais, no entanto a 
definição aceita é que os “Probióticos são microrganismos vivos que, se consumidos de 
maneira correta, trazem benefícios à saúde do consumidor” (RAIZEL et al., 2011). 
Os probióticos possuem vários mecanismos de ação descritos, por exemplo, 




microrganismo patogênico, inibição da produção ou da ação de toxinas microbianas, 
competição por sítio de adesão ou fonte nutricional, imunomodulação do hospedeiro, 
aumentando a sua resistência à infecção com o microrganismo patogênico dentre outros 
(CHONG, 2014; AMBALAM et al., 2016). 
Os microrganismos mais comumente utilizados como probióticos, são bactérias e 
leveduras, mas diferenciam-se nos mecanismos de ação, metabolismo e resistência aos 
antibióticos (NOGUEIRA & GONÇALVES, 2011). Basicamente, um gênero de levedura e 
quatro gêneros bacterianos são a base para a maioria dos probióticos: Saccharomyces 
(levedura), Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus e Escherichia (bactérias) (MORAIS 
& JACOB, 2006). 
De acordo com Silva et al, (2015a), estes autores conseguiram reduzir 
significativamente a esporulação e a produção de micotoxinas do Aspergillus parasiticus 
utilizando microrganismos probióticos. 
Gerbaldo et al. 2012 avaliaram as atividades antifúngicas e a redução da aflatoxina B1 
promovida por duas espécies de Lactobacillus em Aspergillus aflatoxigênicos, sugerindo que 
os mecanismo ação pudesse ser explicados pela degradação da aflatoxina por enzimas 
produzidas pelos Lactobacillus; por competição por nutrientes e espaço; ou pela absorção de 
aflatoxina na parede celular dos Lactobacillus. 
Um estudo realizado em condições laboratoriais por Prado et al. (2011), permitiu 
verificar a eficiência da levedura S. cerevisiae em reduzir a produção de aflatoxinas.  
Sendo assim, esta revisão propõe uma nova aplicação destes microrganismos, que além 
da atividade probiótica poderá ser também utilizada como agente de controle da produção de 
aflatoxinas. Estes microrganismos são encontrados comercialmente na forma liofilizada o que 
facilitaria o seu uso no controle das micotoxinas. 
 
Microrganismos endofíticos  
 
 Os microrganismos endofíticos incluem principalmente fungos e bactérias que vivem 
no interior das plantas, habitando de modo geral suas partes aéreas, como folhas e caules, sem 
causar aparentemente nenhum dano a seus hospedeiros (AZEVEDO, 1998; PEIXOTO NETO, 
et al 2002; PEIXOTO NETO, et al 2004; ASSUMPÇÃO et al., 2009). Isso os diferencia dos 




são também distintos dos microrganismos epifíticos, que vivem na superfície dos órgãos e 
tecidos vegetais (AZEVEDO, 1998; SOUZA et al., 2004). 
Microrganismos endofíticos possuem funções importantes para seus hospedeiros, pois 
apresentam interações simbióticas com o mesmo, e são capazes de proteger as plantas do 
ataque de insetos, de doenças e do ataque de mamíferos herbívoros por meio da produção de 
toxinas (AZEVEDO, 1998; AZEVEDO, 1999; AZEVEDO et al., 2000; PEIXOTO NETO; et 
al. 2002). 
Os microrganismos endofíticos produzem metabólitos secundários que possuem uma 
atividade biológica similar à atribuída à planta que coloniza (ROSA, 2003; PINTO et al., 
2011). São conhecidos por produzirem substâncias de grande relevância capazes de inibir ou 
matar uma variedade de agentes causadores de doenças (DEMAIN, 1999). Estas substâncias, 
por sua vez, podem ser altamente tóxicas, como as micotoxinas, ou ser bastante úteis por 
serem utilizadas como fármacos para tratamento de várias patologias. 
Soares et al., (2015), utilizaram fungos endofíticos associados à “Costus spiralis” 
produtores de compostos voláteis com atividade antimicrobiana para avaliar seu potencial 
contra as bactérias de importância médica Streptococcus pneumoniae e Klebsiella 
pneumoniae, que são as causas mais comuns pneumonia bacteriana. 
Em 2012, Pimenta et al., obtiveram resultados contra o patógeno M. fructicola e C. 
gloeosporioides trabalhando com fungos endofitico isolados de ameixa e descreverem o efeito 
de compostos voláteis e difusíveis sobre estes fitopatógenos.  
Santos e Varavallo (2011) apresentaram um panorama sobre potenciais aplicações de 
microrganismos endofíticos na agricultura e na produção de substâncias de interesse 
econômico, onde mostram que o taxol é um poderoso anticancerígeno e, pode ser obtido de 
diferentes gêneros de fungos endofíticos. 
No entanto, estratégias que permitam a utilização de metabólitos secundários 
produzidos por microrganismos endofiticos, nas sementes ou plântulas de amendoim talvez 
possam atuar como uma forma de prevenção da infecção do amendoim com os fungos 
micotoxigênicos. 
 







A quitosana é um polímero linear que pode ser obtido pela desacetilação parcial da 
quitina. A quitina é composta por cadeias de polissacarídeos de glucosamina e N-
acetilglucosamina e possui grupos amino livres que podem interagir com outras moléculas 
biológicas. A quitosana é um polímero catiônico sensível ao pH que pode ser moldado em 
várias formas, incluindo grânulos, hidrogéis, nanofibras ou nanopartículas. Como um 
hidrogel, a quitosana tem propriedades superiores de absorção de água, a que a torna valiosa 
como hidratante. A quitosana tem grande valor na cicatrização de feridas, pois é um excelente 
material formador de filme que é naturalmente bioadesivo. Além disso, a quitosana tem efeito 
antioxidante e de inibição da metaloproteinase. Outro atributo é sua ampla atividade 
antimicrobiana que inclui bactérias, fungos e leveduras (DRAELOS, 2016). 
Na indústria alimentícia a quitosana oferece um amplo espectro de aplicação, pois as 
maiores perdas são provenientes de contaminações microbiológicas. A quitosana tem sido 
descrita como um potencial conservante de alimentos principalmente devido à sua atividade 
antimicrobiana contra uma grande variedade de fungos filamentosos, leveduras e bactérias 
(FAI et al., 2008; SILVA et al., 2015b).  
Os mecanismos de atividade antimicrobiana da quitosana não foram ainda bem 
elucidados, existindo várias hipóteses. A mais provável é a mudança na permeabilidade 
celular devido a interações entre cargas positivas das moléculas de quitosana e cargas 
negativas das membranas das células microbianas. Esta interação leva a quebra de 
constituintes proteicos e outros componentes intracelulares (FAI et al., 2008; SILVA et al., 
2015b). 
Os maiores problemas relacionados com as perdas em pós-colheita de alimentos estão 
relacionados com a degradação por fitopatógenos, alteração fisiológica e injúrias físicas. Um 
tratamento que pode ampliar o tempo de armazenamento destes produtos é a aplicação de 
filmes comestíveis na superfície, seguido de armazenamento a baixa temperatura. Os filmes 
representam uma barreira para reduzir os processos de respiração e transpiração pela 
superfície do vegetal. Com isto, dificultam o crescimento microbiano, mudanças de cor e 
outras características de interesse (SÉBASTIEN et al., 2006). 
A utilização de quitosana associada ao ácido acético para a formação de um biofilme 
comestível utilizada em massa de pizza foi capaz de reduzir o crescimento de fungos como 
Alternaria sp., Penicillium sp. e Cladosporium sp., aumentando desta maneira a sua vida de 




Em 2015, Silva et al, desenvolveram um biofilme de quitosana e aplicaram em 
amendoim e obtiveram uma redução na concentração de esporos e aflatoxinas produzidas pelo 
A. parasiticus nos amendoim. 
A necessidade de impedir a produção de aflatoxinas em alimentos tornou-se 
importante, especialmente para grãos como o amendoim, e considerando as características da 
quitosana, como biocompatibilidade, maleabilidade, biodegradabilidade e perfil atóxico, 
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MANCHA-BACTERIANA DA MANGUEIRA (XANTHOMONAS 
CAMPESTRIS PV. MANGIFERAEINDICAE): ETIOLOGIA E 




O cultivo da manga em larga escala no Tocantins vem se expandindo principalmente no 
projeto Hidroagrícola Manuel Alves, situado no município de Dianópolis, região sudeste do estado do 
Tocantins. Em 2011, iniciou-se o plantio da variedade Palmer, escolhida por ter boa aceitação nos 
mercados e com melhor adaptação as condições climáticas da região. Segundo o gerente agrícola 
responsável Patrik Diogo Antunes, o crescimento da produção vem sendo alavancado pela demanda de 
mercado e bons preços da fruta, no primeiro ano foram colhidas cerca de 50 toneladas, podendo 
chegar em 2018 a 230 toneladas (Conexão Tocantins, 2016).  
A manga Palmer foi originada na Flórida em 1945, e introduzida no Brasil na década de 60, 
por ser uma variedade mais resistente às doenças têm substituído outras mangas em plantios 
comerciais, principalmente as variedades Hadens (Ferreira, 2010).  
A vida pós-colheita da manga é limitada pela deterioração fisiológica causada pelo excessivo 
amadurecimento da fruta e pelo desenvolvimento de patógenos que ocasionam podridões. Além disso, 
a perda de água pode atingir níveis que causam enrugamento e murchamento dos frutos, 
comprometendo o aspecto visual e reduzindo seu valor comercial (Rossetto et al., 2000).  
A crescente preocupação com o conceito de qualidade mercadológica e a preservação do 
ambiente têm aumentado a procura por frutas saudáveis e sem resíduos de agroquímicos (Rozwalka et 
al., 2008; Nogueira et al., 2011), havendo uma necessidade crescente de estratégias de controle 
alternativas (Lapeyre de Bellaire e Mourichon, 2000).  
A Mancha angular é provocada pelo microrganismo Xanthomonas campestris PV 
mangiferaeindicae. As condições predisponentes ao ataque da bactéria são alta umidade e alta 
temperatura. Chuva de pedra, ventos fortes ou qualquer outro fator que danifique a superfície da planta 
irão favorecer a penetração do patógeno e a severidade dos sintomas. (Ribeiro, 1997)  
A cultura da manga no Brasil  
 
A fruticultura é um dos setores de maior destaque do agronegócio brasileiro. Através de uma 
grande variedade de culturas, produzidas em todo o país e em diversos climas, a fruticultura conquista 
resultados expressivos e gera oportunidades para os pequenos negócios brasileiros. O Brasil é o 
terceiro maior produtor de frutas no mundo, ficando atrás apenas de China e Índia, o que mostra a 
relevância do setor para a economia brasileira (Sebrae, 2015).  
Embora a produção nacional de mangas venha caindo desde 2010, quando foram produzidas 
1.189.651 toneladas, o Brasil ainda figura entre os maiores produtores da fruta. Hoje, segundo dados 
da Organização das Nações Unidas para a Agricultura e a Alimentação (FAO), o País está em sétimo 




consolidado do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), foram cultivados 64.305 
hectares no território nacional, com colheita de 976.815 toneladas e produtividade média de 15.190 
quilos por hectare (Anuário brasileiro de fruticultura, 2017).  
Um fator limitante a comercialização da manga, tanto no mercado externo quanto interno, é 
sua alta permissibilidade, característica comum às frutas tropicais. Consumida em sua grande maioria 
na forma in natura, não tem suas tecnologias totalmente exploradas, logo o aumento na 
industrialização solucionaria os problemas de perdas na pós-colheita e ao longo da cadeia produtiva, 
ofertando ao consumidor uma maior variedade de produtos, além de agregar valor à matéria-prima 
(Rocha, 2017).  
Mancha-bacteriana na Mangueira 
  
A Mancha angular é causada pela bactéria Xanthomonas campestris PV mangiferaeindicae, é 
uma doença que ataca ramos, folhas, inflorescências e frutos da mangueira, em períodos úmidos 
prolongados. No estado de São Paulo, onde os relatos dessa doença são mais severos, os danos podem 
ser superiores a 70%. Os sintomas são lesões escuras em folhas, limitadas pelas nervuras, com halo 
amarelado ou tecido encharcado. No início da manifestação da doença, essas lesões são bastante 
similares àquelas provocadas pela antracnose. A penetração da bactéria ocorre através de lesões e 
aberturas naturais. Condições ambientais com temperatura e umidade altas são condições favoráveis à 
doença, bem como ventos fortes por causar as lesões (Batista e Barbosa, 2008).  
Medidas de controle 
  
A primeira medida de controle é a escolha do local, deve-se evitar locais sob influência de 
grandes massas de água, como represas das hidroelétricas, pois criam um ambiente favorável ao 
desenvolvimento da bactéria. A segunda medida é o uso de mudas sadias e de viveiros localizados em 
regiões onde a doença não ocorra. (Ribeiro, 1997). Uma outra possibilidade seria a desinfestação das 
tesouras (poda e colheita) entre cada uma das plantas (Nascimento e Mariano 2004).  
Recomenda-se em pomares de copas adensadas erguer a copa da planta e realizar a poda 
central de aeração e da limpeza do ambiente. Intensificar inspeções nos períodos de temperaturas 
menores que 25oC, aliados à época de chuvas e ventos fortes (Embrapa, 2005).  
Várias pesquisas estudam a estrutura química e a atividade antimicrobiana natural de plantas, 
frutos, hortaliças, grãos e ervas. Os esforços têm-se concentrado na utilização de recursos naturais 
como extratos e óleos essenciais (Ávila-Sosa et al., 2012; Silva et al., 2005; Assis et al. 1995).  
O extrato de sucupira mostrou potencial fungicida e bactericida, o que pode representar uma 
alternativa econômica e ecologicamente viável, pois o seu processo de obtenção utiliza apenas os 
frutos (favas), sem comprometer a sobrevivência das árvores. O extrato de sucupira inibiu o 
desenvolvimento micelial de Alternaria brassicae, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani e 
Ceratocystis fimbriata, bem como de colônias bacterianas de Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis, Xanthomonas campestris pv. campestris e Pseudomonas syringae (Silva et al., 2005).  
Estudos revelaram que isolados de Pseudogymnoascus em associação com macroalgas da 




Clavibacter michiganensis e Xanthomonas campestris (Henríquez et al, 2014). Furbino et al, 2015, 
associou macroalgas endêmicas da região antártica com isolados de Pseudogymnoascus e verificaram 
que esta associação inibiu os microrganismos Candida albicans, Candida krusei e Cladosporium 
sphaerosperum.  
Segundo Fonseca (2018) dos 57 extratos intracelulares metabolizados por fungos de 
sedimentos marinhos, apenas 2 foram positivos para a Xanthomonas euvesicatoria, por outro lado, 40 
extratos inibiram a Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis. Além dos resultados acima apresentados, 
Vieira et al. (2018) e Purić et al. (2018) testaram estes extratos contra X. axonopodis pv. passiflorae, 
que causa a mancha bacteriana do maracujazeiro, e X. citri subsp. citri, causadora do cancro cítrico em 
laranjas e 22 extratos apresentaram inibição acima de 90% das células bacterianas, sendo a maior 
inibição de 99%.  
O uso indiscriminado de agroquímicos pode provocar atrofobiose e efeitos iatrogênicos 
(nanismo, enfezamento, clorose amarelecimento, baixo índice de vingamento de flores, frutos 
pequenos) nas plantas, desequilíbrio biológico e danos ao meio ambiente (Zambolim e Junqueira 
2013). Tem sido observado entre estirpes de X. campestris pv. vitícola a ocorrência da resistência ao 
cobre, oxitetracilina, sulfato de gentamicina, kasugamicina e estreptomicina (Chand et al., 1994; 
Nascimento et al., 2000; Araújo et al., 2004). 
O uso contínuo de fungicidas sintéticos pode conduzir ao desenvolvimento de estirpes 
resistentes, causando desequilíbrio ambiental, pela falta de seletividade dos produtos utilizados. Além 
disso, resíduos de fungicidas presentes na superfície da fruta pode representar sérias ameaças para os 
consumidores e para o ambiente (Azerêdo 2013). Esta preocupação exige o desenvolvimento de 
alternativas saudáveis no controle de doenças em frutos tropicais, apresentando como característica a 
fácil disponibilidade na natureza, ser biodegradável, renovável e seguro para a saúde humana (Zoubiri 
e Baaliouamer, 2011). 
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ABSTRACT 
Normally, the control of angular stain control is performed by chemical methods, however 
the use of these products can cause high environmental impact and damage to consumer 
health if it is used in large quantities and undiluted and applied correctly. Based on this 
problem, this work aimed to evaluate in vitro alternative forms of control using 
Saccharomyces yeast (with probiotic potential), ethanolic extracts of Mauritia flexuosa 
(Buriti) and Miconia albicans (Cinnamon-old) plants and GRAS substances. To evaluate four 
GRAS substances in angular leaf spot control caused by Xanthomonas campestris pv. 
Mangiferae indicae, during the postharvest period in mangoes. In vitro results using 
antagonistic yeast showed no inhibitory effect against X. campestris. However, the extracts of 
the plants Miconia albicans and Mauritia flexuosa showed a significant inhibition. Thus, as 
two GRAS substances, 1%, 1.5% and 3% sodium carbonate and 3% sodium bicarbonate 
inhibited X. campestris growth 100%. The plant extracts and the GRAS substances tested 
were effective in controlling this phytopathogenic bacteria and proved to be an alternative in 
controlling angular leaf spot, thus avoiding economic losses during the mango postharvest 
phase. 






Brazil is the world's seventh largest mango producer, second only to India, China, 
Thailand, Indonesia, Mexico and Pakistan (Fao, 2018). According to Palmieri (2018), Brazil 
in 2018 harvested about 57 thousand hectares of mango, where the largest production is 
concentrated in the regions: Northeast (73%) and Southeast (27%). 
Mango is appreciated worldwide for its color and taste as well as its nutritional value. 
The fruit is rich in carotenoids, vitamin C, phenolic compounds, minerals, soluble fibers and 
has high antioxidant activity (Tonin et al., 2018). Although much appreciated for its 
nutritional and sensory aspects, it is highly perishable and requires care for its conservation 
and commercialization (Bezerra et al., 2010). About 30% of its production is lost during the 
storage process before reaching the end consumer (Xavier et al., 2009). 
Angular spot is one of the main postharvest diseases that cause losses during this 
phase. It is caused by the bacteria Xanthomonas campestris PV mangiferaeindicae, being a 
disease that attacks branches, leaves, inflorescences and fruits of the hose, usually in 
prolonged humid periods. The symptoms in the fruits are dark lesions with yellowish halo and 
soggy tissue. The penetration of the bacteria occurs in the fruit through lesions and natural 
openings. Environmental conditions such as high temperature and humidity are favorable 
conditions for the disease, as well as strong winds for causing damage to the fruits (Batista 
and Barbosa, 2008). 
The main control measures for this disease include use of resistant cultivars, crop 
treatments during the cultivation period, use of pesticides as copper-based compounds. 
However, these measures have limited effectiveness, with only a few commercially available 
products and the additional issue that copper compounds are toxic and affect the environment 




Thus, there is a global trend towards safer and more environmentally friendly 
alternative approaches to controlling postharvest diseases (Dukare et al., 2018). Among these 
strategies there is the use of biological control, natural antimicrobial substances and the 
application of Generally Recognized As Safe (GRAS) substances has been studied and good 
results have been demonstrated (Spadaro and Droby, 2016). 
Biological control using yeasts is a promising and efficient strategy for postharvest 
fruit control, based on some special advantages, such as: yeasts have fast colonization and are 
tolerant or compatible with abiotic stress generated by chemicals and pesticides. Besides these 
microorganisms are naturally present on the fruit surfaces (Ferreira et al., 2018; Spadaro and 
Droby 2016; Hu et al., 2017 and Wisniewski et al., 2016). 
Other studies have been developed and directed to the discovery of new antimicrobial 
agents from plant extracts and other natural products, aiming to discover compounds with 
activity compared to those traditionally used, but with lower toxicity, lower environmental 
impact and greater efficacy against the resistance of phytopathogenic microorganisms (Bonn 
et al., 2014). For Medeiros et al. (2013), the use of plant extracts that have direct antimicrobial 
action is a promising alternative for pesticide substitution, besides being an ecologically 
correct attitude and fitting in the integrated management of plant diseases. 
 The use of GRAS substance may be another viable control alternative, these 
chemical compounds may have antimicrobial effects and are used as food additives and are 
considered safe for human consumption. In addition to being used in combination with 
biological agents, helping biocontrol agents in their antagonistic action in diseases associated 
with fruits (Ferreira et al., 2018; Palou et al., 2016; Geng et al., 2011; Pimenta et al., 2010). 
 Given the above the objective of this work was to propose alternative methods to 




control through yeast, natural antimicrobial substances obtained from plants and application 
of GRAS substances. 
 
MATERIAL AND METHODS  
The experimental work was carried out at the General and Applied Microbiology 
Laboratory of the Federal University of Tocantins, at Palmas Campus (TO), Brazil. 
Obtainments of microorganisms 
The Xanthomonas campestris PV mangiferaeindicae bacteria was kindly provided by the 
Laboratory of Biotechnology, Food and Product Analysis of Gurupi Tocantins State UFT/ 
TO, Brazil. 
S. cerevisiae yeasts UFT 186, UFT 5978 and UFT 5918 were obtained from the Carlos 
Augusto Rosa microbial culture collection from the General and Applied Microbiology of the 
Federal University of Tocantins - UFT, Brazil. 
Microorganisms inoculum 
Xanthomonas campestris pv. Mangiferaeindicae 
X. campestris was reactivated in plates containing YMA medium (1% glucose, 0.5% 
peptone, 0.3% malt extract, 2% agar, 0.3% yeast extract) and incubated for up to 72h at 37° 
C. After this period the bacteria were replicated to the YM broth and incubated under the 
same growth conditions previously described (Silveira et al., 2001 with modifications). 
Subsequently, Gram staining was performed to observe the purity of the culture (Silva, 2013). 
To obtain biomass, X. campestris was grown in 100 mL YM broth at 37°C for up to 
48h. After growth period was added to the fermenter (SOLAB) containing 3L of YM broth, 




After obtaining the biomass the bacterial cell concentration was adjusted to 1.5x106 
cells/mL in 5mL of 0.85% saline. This adjustment was made comparing with the Mac farland 
Scale (0.5 corresponding to 1.5x108 CFU/ml) and further diluted to such concentration above. 
Saccharomyces cerevisiae yeasts 
The strains S. cerevisiae UFT-186, S. cerevisiae UFT-5978, and S. cerevisiae UFT-
5918 yeasts were grown in a petri dish containing YMA medium plus chloramphenicol 100 
mg/L for 48h at 35°C. After this period, a loop was taken from each colony and transferred to 
new plates containing the same culture medium and stored under the same growth conditions 
to obtain biomass. Subsequently, the plates containing the yeast biomass were scraped off and 
added into a falcon tube containing 5 mL of 0.85% saline. To calculate the amount of cells, a 
Neubauer Chamber was used and the concentration was adjusted to 1.5x108 cells / mL (Silva, 
2013). 
Obtaining extracts of the plants Miconia albicans and Mauritia flexuosa 
For plant identification, exsiccates of each species were obtained and deposited in the 
Tocantins Herbarium (HTO) located at the NEAMB (Center for Environmental Studies), 
Federal University of Tocantins, National Harbor Campus, under the following registry 
numbers HTO 10.952 Mauritia flexuosa (Buriti) and HTO 12017 Miconia albicans (Old 
Cinnamon). 
The ethanolic extracts were obtained from the leaves, where they were separated and cut 
into smaller pieces with the aid of a sterilized stainless steel knife. The selected leaves were 
dried in a circulating oven at 40 to 45oC for 48h. After cooling, the material was ground in a 
domestic processor and the samples stored in sterile bags under refrigeration (Oliveira et al., 
2016). 
To obtain the crude extracts, the Soxhlet apparatus was used, which weighed about 10 to 




cellulose cartridges with 250 mL of ethyl alcohol (98 °GL). Upon completion of the process 
the solvent was removed by rotary evaporation at reduced pressure and a temperature of 50°C 
(Oliveira et al., 2016). The extracts obtained were stored in sterile vials and placed in a hood 
until completely evaporated, then sealed and stored under refrigeration. 
Verification of growth inhibition of Xanthomonas campestris pv. Mangiferaeindicae using 
antagonistic yeasts. 
 Agar diffusion test 
 Pairing Test 
After reactivation and adjustment of antagonist concentrations, paired cultures were tested 
to verify the antagonistic potential of yeasts against X. campestris by observing the inhibition 
zone (Christensen, 1996 apud Souza, 2016 with adaptations). The experiment was divided 
into two types of treatment: Treatment 1: (viable yeast) and Treatment 2: (inactivated yeast). 
In treatment 1, antagonist yeasts were streak inoculated on one side of the petri dish then 
the plates were incubated for 48h at 35°C. The bacteria were then streak-inoculated on the 
opposite side of the petri dish and incubated at 35°C for 48h. After the incubation period the 
inhibition of the bacteria by diffusible compounds produced by the yeast was evaluated. 
For treatment 2 the yeasts were inoculated on one side of the petri dish and incubated as 
above, following growth the chloroform vapor inactivation was performed for 30 min. On the 
opposite side of the plate, the previously prepared bacterial solution was then inoculated and 
adjusted to a concentration of 1.5x106 cells/mL. After inoculation the plates were incubated 
again at 35°C for an additional 48h in anaerobic environment (Silva, 2013). 
The positive control consisted only of yeast in culture medium without the presence of 
bacteria and the negative control only the phytopathogenic bacteria. The treatments were 




 Diffusion test for "spot" 
To perform this test, the recommendations set forth in the CLSI (Clinical Laboratory 
Standards Manuals Institute)/ANVISA (National Health Surveillance Agency) standards were 
amended. This experiment was divided into two types of treatments, treatment 1: (viable 
yeast) and treatment 2: (inactivated yeast). For treatment 1, after adjusting the cellular 
concentration of the microorganisms, the suspensions were sown according to the 
methodology proposed by Souza (2016) where the antagonists were spread with a sterile swab 
and then inoculated. 50 µL of X. campestris was placed in the center of the plate, after this 
procedure the plates were incubated at 35ºC for 48h. 
For treatment 2, antagonists were spread throughout the petri dish and incubated at 35°C 
for 48h. After culture growth, antagonists were inactivated. Then the X. campestris bacteria 
was inoculated as a spot (50 µL of the solution containing cell concentration of 1.5x106 
CFU/mL) and the plates were incubated for an additional 48h at 35ºC in an anaerobic 
environment. Positive control consisted only of antagonists and negative only X. campestris 
inoculated in culture medium. This test was performed in triplicate and the average diameter 
of the halos presented was calculated at the end. 
Verification of X. campestris inhibition by Miconia albicans and Mauritia flexuosa extracts. 
 Antimicrobial assays were performed in triplicate by the diffusion method (Clsi, 2009) 
per well in petri dishes containing 50 mL of YMA agar medium for bacteria. Inoculum 
solutions were prepared and adjusted. As a negative control, 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) 
solution was used, and 10 µg/mL of copper sulfate solutions for positive control. 
Using sterile Swab, the solutions containing the inoculum containing X. campestris 
were sown on the surface of the plates containing YMA culture medium and then 5 mm 
diameter wells were drilled. These wells were filled with 50 µL of each ethanolic extract 




and 50 mg/mL) and with positive and negative controls. After 48h of incubation at 37°C the 
pathogen inhibition halos were measured using a digital caliper (Oliveira et al., 2017). 
The results of the experiments were conducted in a completely randomized design 
with two replications per triplicate treatment. The averages of the halos obtained were 
subjected to analysis of variance and compared to each other using Tukey tests at 5% of 
significance. Statistical analysis was performed using AgroEstat-System for Statistical 
Analysis of Agronomic Testing (Barbosa and Maldonado junior, 2015). 
Verification of inhibition of X. campestris by GRAS substances 
 Four substances listed by the Food and Drug Administration FDA (1999) were 
selected for the study: sodium bicarbonate, sodium carbonate, calcium carbonate and 
potassium chloride. These substances were used in the study because they are already used as 
food additives and studies have already shown their possible fungistatic and fungicidal effects 
(Janisiewicz and Conway, 2010). 
X. Campestris was previously reactivated in YMA culture medium and incubated at 
37°C for about 48h. Petri dishes containing YMA culture medium supplemented with 1, 3 and 
5% of each substance were prepared for the test, except potassium chloride whose 
concentration was 0.1%, 0.5% and 1%. This is due to the establishment of the maximum limit 
of supplementation of this substance in foods that is up to 1% (FDA, 1999). 
After the growth period, cell concentration adjustment was performed obtaining about 
1.5 × 108 CFU/mL-1 (CLSI, 2003). It was then inoculated with a sterile swab on plates 
containing YMA medium plus GRAS at the indicated concentrations. As a positive control, 
the bacteria were inoculated with a swab in YMA plates without the presence of GRAS 
substances. The negative control consisted only of plaques with the substances without the 




h. X. Campestris growth was evaluated and compared with the positive control during the 
incubation period; each assay was performed from three replicates. 
 
 RESULTS AND DISCUSSION 
 
Agar diffusion test 
Pairing test and diffusion test for spot 
 In order to verify the production of antagonist substances by paired culture and spot 
diffusion, the two tests were not efficient to inhibiting X. Campestris development, either 
treatments 1: (viable yeasts) or treatment 2: (inactivated yeast). 
The results obtained from paired culture and spot diffusion tests showed that the yeast did 
not have any antagonistic potential in vitro against the bacterium X. campestris. After these 
experiments it was concluded that these yeasts did not present desirable characteristics as 
biocontrollers for this pathogen. 
In the literature, no methodology similar to that used in this study was found, based on the 
use of antagonist yeasts to control X. campestris. Only similar studies were found for the 
control of filamentous fungi. Like the study developed by Yinsheng (2016) that obtained 
similar results using S. cerevisiae UFT-186, S. cerevisiae UFT-5978 and S. cerevisiae UFT-
5918 yeasts for the control of P. roqueforti growth by the diffusion test. By spotting that 
viable yeasts did not control fungal growth when compared to the positive control, only less 
sporulation and change in fungal color was observed, assuming that there was a competition 
for space between the yeast and the fungus studied. In the treatment using inactivated yeasts, 
no significant difference was observed in relation to the control, when comparing the color 




Silva (2013) used S. boulardii and S. cerevisiae yeasts to verify the antifungal capacity on 
Aspergillus parasiticus growth, and observed that viable yeasts were able to reduce 46.3% 
and 45.8% respectively compared to control. Inactivated yeasts decreased by 24.9% and 
22.6%. This inhibition was not observed in this experiment. 
 
Verification of inhibition of X. campestris using extract of the plants Miconia albicans and 
Mauritia flexuosa 
In order to verify the phytopathogen inhibition, a well diffusion test was performed 
using the ethanolic extracts of the leaves of the plants M. albicans (Old Cinnamon) and M. 
flexuosa (Buriti). The results of the tests are shown in figures 1 and 2. The analysis of 
variance showed a significant effect on the control of X. campestris growth in relation to plant 
extracts of the studied species and the concentrations analyzed when compared to the positive 
control. As the interaction was significant, we proceeded to the results (Table 1). 
 
Figure 1. Growth inhibition of X. campestris in YMA medium with Mauritian flexuosa 
ethanolic extract at 50, 100, 200 mg/mL concentrations, and positive and negative controls, 









Figure 2. Growth inhibition of phytopathogen Xanthomonas campestris in YMA medium in 
ethanolic extract of Miconia albicans at concentrations of 50, 100, 200 mg/mL, and positive 
and negative controls, the plates were incubated at 37 °C for 48 hours in anaerobiosis. 
 
Table 1. X. campestris inhibition by the ethanolic extracts of Mauritia flexuosa and Miconia 
albicans  
EXTRACT (mg/L) 50 (mg) 100 (mg) 200 (mg) C+ 
M. flexuosa 13.2 mm bB 17.8 mm aB 24.1 mmaA 
26.3 mmaA 
M. albicans 17.1 mm aC 19.9 mm aBC 22.6 mm aB 
* Means followed by the same lowercase letter in the column and uppercase in the row do not 
differ statistically at 5% significance by Tukey test. 
 
The comparison of inhibition halo from ethanolic extracts of Mauritia flexuosa and 
Miconia albicans over the pathogen X. campestris shows that the 200 mg/L extract of M 
flexuosa obtained statistical differences in comparison with the others extracts concentrations 
and was effective as the positive control. The M. albicans extract at 200 mg/L obtained 
similar results to 100 mg/L, but none concentrations was similar to positive control (Table 1). 
With this, we suppose that the ethanolic extract of M. flexuosa at 200 mg/L showed the best 




Studies by Kalpana et al. (2016) when testing four leaf extracts of Euphorbia 
heterophylla (wild peanut) and Tamilnadia uliginosa revealed that in vitro antibacterial tests 
showed that the extracts significantly inhibited the growth of X. axonopodis pv. cit. The best 
result was obtained for Tamilnadia uliginosa Retz ethanolic extract at 1,000 ppm showed an 
inhibition zone 74% over X. campestris pv. citri. 
Vieira (2018) by extracting fungi from Antarctic algae produced 66 extracts, which 
were performed antimicrobial tests against three species of Xanthomonas, the author observed 
that 18 extracts had significant inhibitory activity in at least one of the species of 
Xanthomonas to which it was tested. Among the 18 extracts, 9 were positive against X. 
euvesicatoria, 9 were positive against X. axonopodis pv. passiflorae and 16 showed activity 
against X. citri subsp. citri, all with inhibition greater than or equal to 90% in vitro. 
According to Palou et al. (2016) extracts obtained from medicinal or exotic plants 
from Africa, Asia or South American countries such as Brazil are compounds that may have 
antimicrobial activity and also some ability to retard maturation and prolong the life of fruit 
shelf and other treated products. Typically, these compounds are secondary metabolism 
products produced by the plant for its own protection against pests and pathogens and have 
been used for their significant activities against the most important phytopathogens for 
postharvest disease control (Ruiz et al., 2016; Nicosia et al., 2016; Obagwu and Korsten, 
2003; Mekbib et al., 2009 and Barrera Necha et al., 2003). 
 
 
Verification of inhibition of phytobacteria X. campestris for GRAS substances  
The sensitivity test for GRAS substances (sodium bicarbonate, sodium carbonate, 




carbonate at 1%, 1.5%. % and 3% were able to inhibit X. campestris growth by 100% (Figure 
3). The other GRAS substances tested did not achieve satisfactory bacterial growth reduction. 
 
 
Figure 7. Effect of GRAS substances at different concentrations on growth of Xanthomonas 
campestris after 48 h incubation at 37°C. (A1, A2, A3) Calcium carbonate and their 
concentrations (1%, 1,5% and 3%); (B1, B2, B3) Sodium carbonate and their concentrations 
(1%, 1,5% and 3%); (C1, C2, C3) Sodium bicarbonate and their concentrations (1%, 1.5% 
and 3%); (D1, D2, D3) Potassium chloride and their concentrations (0.1%, 0.5% and 1%) and 
(E1, E2, E3) Positive control. 
No similar research was found using GRAS substances to control Xanthomonas or any 
other bacterial species. However, the literature shows the same substances being used to 
control other microorganisms. Like the research developed by Yinsheng (2016), in which the 
author tested P. roqueforti fungus for growth sensitivity in medium containing GRAS 




growth of P. roqueforti at concentrations of 1%, 3% and 5%, similar results to those presented 
in this paper. 
Ferreira et al. (2018) also analyzed the susceptibility of Colletotrichum 
gloeosporioides to GRAS substances (sodium carbonate, calcium carbonate, sodium 
bicarbonate, calcium chloride, potassium chloride), and observed that only carbonate and 
sodium bicarbonate were able to significantly inhibit phytopathogen growth at all 
concentrations tested. On the other hand, calcium chloride, calcium carbonate and potassium 
chloride did not inhibit fungal growth at any of the evaluated concentrations, corroborating 
the results obtained in this work and demonstrating that these substances have antimicrobial 
power. 
Sodium bicarbonate and sodium carbonate showed good efficiency in controlling 
growth X. Campestris, being sodium carbonate effective in all concentrations used. However, 
sodium bicarbonate proved to be the best strategy for the control of X. campestris, as it is 
already a substance studied for the control of several phytopathogenic fungi and has the 
purpose of increasing the fruit preservation period, besides being easily accessible and 
inexpensive when compared to other GRAS substances (Bru et al., 2013; Lai et al., 2015; 
Fallanaj et al., 2016). 
Alternative methods for reducing postharvest diseases such as biological control, 
GRAS substances and plant extracts that have antimicrobial properties have been evaluated 
against several important postharvest fruit pathogens in temperate, subtropical and tropical 
climate (Palou et al., 2016). With this research work, it was possible to identify probable 
antimicrobial compounds with potential for the development of non-polluting chemical 







 Yeasts evaluated as antagonists were not efficient in controlling X. campestris. 
However, the extracts of the plants Miconia albicans and Mauritia flexuosa showed good 
control efficiency, and the extract obtained from M. flexuosa presented the best results. 
Regarding the GRAS substances applied, only sodium carbonate and sodium bicarbonate 
were able to inhibit X. campestris. Sodium carbonate obtained results in the three 
concentrations tested and sodium bicarbonate only in the highest concentration (3%). The 
results obtained from Miconia albicans and Mauritia flexuosa plant extracts and GRAS 
substances showed promise in controlling the angular leaf spot produced by X. campestris. 
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